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Abstract 



Quantifying multiple fluorochromes in a sample by recording and storing spectrally resolved fluorescence 
data for the fluorochromes in pure form and in the sample and determining the contributions from the pure 
fluorochromes to the complex total signals by multivariate linear regression analysis, spectral resolution by 
using different excitation wavelengths, is new. 
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Die folgenden Angabon sind den vom Anmelder eingereichten Urrterlagen entnommen 

ufungsantr8g gem. § 44 PatG ist gestellt 

Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluorochrome 

Das Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluoro- 
chrome dient der quantitativen Erfassung des Beitrags 
verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe zu einem Gesamtsi- 
gnal, das sich aus den Signalen mehrerer Fluorochrome 
zusammensetzt. Bei unzureichend durch optische Vor- 
richtungen abgrenzbaren Fluoreszenzeigenschaften stellt 
die Quantifizierung des Beitrags der Einzelkomponenten 
zu komplex zusammengesetzten Gesamtsignalen ein ent- 
scheidendes Problem unter anderem in der Fluoreszenz- 
mikroskopie, der DNA-Sequenzierung oder der Werkstoff- 
kunde dar. Diese Erfindung beschreibt ein neues Verfah- 
ren, das eine genaue Quantifizierung multipler Fluoro- 
chrome durch Aufzeichnung spektral aufgeloster Daten- 
satze mit nachfotgender Regressionsanalyse erzielt. Das 
beschriebene Verfahren ist in der Lage, unter Erhalt von 
Bitd- und Zeitauflosung den Beitreg verschiedener Fiuo- 
reszenzen zu einem komplexen Gesamtsignal zuruckzu- 
verfolgen. Da keine nachfolgenden Kalibrationsprozedu- 
ren erforderlich sind, kann das Verfahren zur Echtzeitana- 
lyse eines komplex zusammengesetzten Singals ange- 
wendet werden. Die Nutzung des beschriebenen Verfah- 
rens wird durch Anwendungsbeispiele im Bereich der 
Fluoreszenzmikroskopie verdeutlicht 
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Datenerfassung der spektral aufgelrennten Ruoreszenzen der Reinformen 

Im ersten Sennit werden spektral aufgetrennte Fluoreszenzsignale der in einer Probe vorkommenden Fluorochrome in 
Reinform sowie das Hintcrgrundsignal ohne Huorochrom im gegebencn optischen System aulgezeichnct. Die genannte 
spektralc Auftrennung wird entweder durch Anderung der Ruoreszenzanregungswellenlangen oder durcri s pektra ^ Se- 
KESruSirin den Deteklor gdangenden Fluoreszenzeiiiissionslichls oder durch eine Kombination von beiden MaBnan- 
~~ men erzielt TTTe spcku-alTAuftrennung kann hierbei kontinuierhch beyspielswei^ 

foleen oder diskontinuierlich gesialtet werden, beispiSI^iS^au^ dichroiscne 
Spiegel FilterlaTiTSHeTverschiedene Lichtquellen. Die spektral aufgelosierTTJaTirTsatze werden nach Sublraktion des 
Hmtererundsmnales in einer Datenbank zur spateren Verwendung gespeichert. Die gespeicherten, speklralen Datensatze 
der Reinformen konnen bei tmter Reproduzierbarkeit in den DaLenbanken verbleiben und flir spatere Messungen wieder- 
verwendet werden Die spektral aufgetrennten Datensatze der Reinformen weiterer Huorochromc konnen die Datenbank 
erganzen und zu den bereits gespeicherten Datensatzen hinzugefugt werden. Die spektral aufgelrennten Datensatze der 
Reinfornien auch bei mehr spektraien Konngurationen aufgezeichnet werden, als es bei der Messung der Probe zunachst 
vorecschen ist Dies bictct den Vortcil, daB bei spatcrcr Verwendung andcrcr spcktralcr KonfiguraUoncn bereits Rctc- 
renzdaten der Reinformen in der Datenbank existieren, und somit die Reinformfluoreszenzen nicht erneut aufgezeichnet 
werden miissen, 

Datenerfassung der Ruoreszenzen der Probt; 

Die Fluoreszenz der Probe setzt sich aus den Fluoreszenzen der genannten Reinformen zusammen. Eine spektrale 
Auftrennung der Ruoreszenzen der Probe wird in den speklralen und optischen Konngurationen durchgefuhrt, in denen 
auch Datcn der Reinformen aufgezeichnet wurden. Vornchrnlich kommcn solchc spektralc KonfiguraUoncn zumEmsatz, 
bei denen die Ruoreszenzen der in der Probe vorhandenen Reinformen die grofiten Differenzen uniereinander aufwei- 
sen. EventueU in der Probe vorhandene AuLofluoreszenzen werden von den gewonnenen, spektral auigetrennten Daten- 
satzen subtrahiert. , „ . , , . . , , 

Die Aufzeichnung der spektral geLrennten DalensaLze der Probe kann gegebenenfaUs wiederholl werden um entweder 
dynamische Prozesse in der Probe zu verfolgen oder durch Mittelwertbildung die Streuung des MeBsignals zu verrin- 
gern. 

Daten analyse 

Die gespeicherten Daten werden im folgenden Schntt mil IliLfe einer Regression sanalyse ausgewertet. Hierbei konnen 
multivariate lineare Regressionsanalvsen oder nichtiineare Regressions analy sen zum Einsatz kommen. Im vorhegenden 
Anwendungsbeispiel wurden Auswe'rtungen mil beiden Verfahren durchgefuhrt. Vor- und Nachteile der entsprechenden 
Verfahrcn werden crlautcrt. Durch die Rcgrcssionsanalyse konnen die rclativcn Bcitragc der Reinformen zum Gcsamtsi- 
enal ermittelt werden und bei Kenntnis der Signalintensitat bekannter Mengen des Fluorochroms auf die in der Probe 
vorhandene Menge des Fluorochroms geschlossen werden. Die hierzu erforderlichen Schritte werden in der beige be- 

schrieben: , , p . , 

Da CCD-Kameras bis zur Sktiigungsschwelle weilgehend linear arbeiten, kann angenommen werden, dab sicn unLer- 
halb der Sattigungsschwelle bei jeder spektraien Konriguration i das Gesamtsignal einer Probe F ges additiv aus den Si- 
gnalanteilen der Einzelkomponenten 1, 2, ... m zusamrnensetzt. Daher gUt F ges = F L + F 2 + . . . + F m . Diese Emzelkom- 
nonenten konnen als Produki der durch Aufzeichnung und Normierung der Reinformfluoreszenzen bekannten, normier- 
tcn Fluorcszcnzintcnsitatcn x L , x,, . . . x m mit den unbekannten Skalicrungsfaktorcn b lf b 2 , . . . b m ausgedruckt werden: 
F = b m x m Wahrend die normierten Ruoreszenzintensitaten x jeder der Einzelkomponenten bei unterschiedlicnen spek- 
lralen Konngurationen verschieden sind, bleiben die Skalierungsfaktoren b, die die in der Probe vorhandenen Stoflmen- 
gen der Fluorochrome anzeigen, konstant. FaUs das fur die Aufzeichnung eines spektraien Datensatzes benotigte Zemn- 
tervall bei dynamischen Prozessen nicht vernachlassigbar gering ist, konnen sich Fehlerquellen ergeben; daher isL bei ki- 
netischenUntersuchungen auf einen geschwindigkeitsoplimierlen Ablauf der Datenerfassung zu achten. 

Das Verfahren der Regressionsanalyse wird nun auf die Datensatze angewendet, um den Betrag der unbekannten Ska- 
lierungsfaktoren bi b m der jeweiligen normierten Intensitat der Reinformen Xi . . . x n zum Gesamtsignal y zu ermit- 
teln. Bei jeder spektraien Konfiguration i setzt sich das Gesamtsignal yi aus den Signalen der im Bildelement befindli- 
chen Reinformen F in) bzw. b 1I: x in , additiv zusammen. 
1'iir jedc Wellenlange i gilt somit: 

Formel (1) y, = bix^ + b 2 x i2 + b 3 x i3 + . . . + b m x im . 

Die Anzahl der Reinformen m besiimmt die Zahl n der spektral unterschiedhchen Datensatze, die mindestens aufge 
zeichnet werden mussen, um erne Losung mit Hilfe der Regressionsanalyse zu erzielen. Allgemein gilt also n > m. 

Durch Aufzeichnen der n verschiedenen Datensatze ergeben sich aus den gemessenen spektral verschicdenen Daten 
satzen n verschiedene Losungen eines linearen Gleichungssystems (LGS). 
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Formel (2): 
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y x =b x x xx + b 2 x l2 + b 3 x l2 + 

y 2 ~b\ X 2\ + ^2*22 + ^3*23 + 
. « * 

>'„=V*1 + b 2 X n2 + V»3 + 



4- b m x Xm 

... + b m X 2m 



+ b m x nm 



Dieses LGS kann bci der Aufzeichnung von m verschiedenen Fluoreszenzfarbstoflen, deren spektrales Verhalten be- 
kannt ist Cx P x, ra , sind bckannt) bei n - in Wellenlangen direkt durch das Gauss- Jordan schc Fnrmnations verfahren 
gelost werden falls zwischen den n verschiedenen Losungen keinelineare Abhangigkeiten bestehen. Die multivariate 
neare Regressionsanalyse besitzt jedoch den Vorteil, daB mehr MeBwerte in die Berechnung aufgenommen weraen kon- 
ncn unddaB das Bcrcchnungsvcrfahrcn zuvcrlassigcr gcstaltct wcrdcn kann. 

Bei steigender Anzahl n erhoht sich die Zuverlassigkeit der Regressionsanalyse besonders bei nur scnwacn spektrai 
unterschiedlichen Fluorochromen. Andererseits werden die Datensatze umfangreicher und die Datenanalyse verlang- 
samt Bei der im Anwendungsbeispiel verwendeten CCD-Kamera mil 12 bit Auflosung werden beispielsweise bis zu I J 
x 10 6 Bildpunkle aufgezeichnel. Dies enLspnchl bei jeweils 10 verschiedenen speklralen KonnguraUonen zu 20 ZeiUn- 
tervallen einem Datensalz von 520 Megabyte. , , 

Bei vektorieller Beschreibung einer multivariaten Unearen Regressionsanalyse konnen die gesuchten Betrage der 
Reinformen in einem Losungsveklor b wie folgt ausgedruckt werden; b = A* x z, wobei A* die inverse einer Matrix A 
ist. Der gesamtc Term lautct: 
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Die Summen I werden hierbei uber alle gemessenen spektralen Konfigurationen i - 1 bis 1 = n gebildet. Da die Matrix 
A quadratisch ist, kann die Inverse der Matrix A" 1 durch das GauG'sche Eliminations verfahren nut Rucksubstitution ge- 
bildet wcrdcn Bci hohcr Komplcxitat der Matrix und bci schwach divcrgenten Datcnsatzcn muB besonders auf Kun- 
dungsfehler geachtet werden, die sich teilweise dramatisch auswirken konnen. Die ComputergestUtzte Ermittlung der in- 
versen Matrix wurde daher im Anwendungsbeispiel nut doppelt genauen HieBkomrnavariablen durchgef uhrt. Im Zwei- 
felsfall kann ein iteratives Verfahren zur Kontrolle und Verbesserung der Bildung der inversen Matrix dienen. Da die in- 
verse Matrix far ein MeBprolokoll lediglich ein Mai berechnet werden muB, isl das aufwendige Verfahren der ueraliven 
Kontrolle und Verbesserung empfehlenswert. Bntsprechende Algorithmen mil Programmierungsroutmen sind der 1-acn- 
literatur zu entnehmen und im Internet publiziert. . 

Nach Kalkulation der inversen Matrix A" 1 konnen nut Hilfe einiger Multiplikauons- und Additionsschntte die Matnx 
A' 1 mil dem Vcktor z zur Ermittlung des Losungsvcktors b ausrnultipUzicrt wcrdcn. In den Zcilcn des Losungsvcktors 
sind die relativen Betrage des Beitrags der einzelnen Fluorochrome zum jeweiligen Gesamtsignal enthalten. Diese kon- 
nen bei homogener Ausleuchtung des Gesichtsfeldes uber das gesamte Bildfeld als MaB fur die lokale Menge des jewei- 
ligen Fluorochroms dienen. Bei inhomogener Ausleuchtung konnen Korrekturfalctoren angewendet werden, die zuvor 
durch Messung einer normierlen Fluorochroiiikonzentralion in verschiedenen Bereichen des Gesichlsfeldes eriiuttelt 
wurden Bei Fluoreszenzindikatoren, die ahhangig von Miiieubedingungen ihre Figenschaften andern {?.. H. Iwa-. unci 
Fura-^-Ca^-Komplex) ist zur Riickrechnung der entsprechenden Milieubedingung (lokale Ca- -Konzentration) kerne 
Korrektur erforderlich da Unterschiede in der Huoreszenzintensitat beide Indikatorformen gleichermafien betreffen. So 
kann im Fall desFluoreszcnzmdikators Fura-2 die lokale Ca 2 -- Konzentration durch folgende Formel berechnet werden: 

Formel (41 iCa 2+ J = K D x lFura-2-Ca 2+ ]/ll ; ura-2J. 

Alternative Datenanalyseverfahren 

Aliernativ zurn beschnebenen multivariaten linearen Regression sverfahren wurden nichtiineare Regressions verfahren 
eepriift Die Berechnung der relativen Anteile der Einzelkomponenten zum Gesamtsignal wird durch ein Minimierungs- 
verfahren der Abweichungsquadrate zwischen MeBwcrten der Probe und einer Sumrnierung der mil den gesuchten Fak- 
toren multiplizierten normierten McBdaten der Reinformen (Formel (1)) erzielt. Die Summe der Abweichungsquadrate 
kann mittcls verschiedener iterati ver Verfahren mimmiert werden. VergJeichend wurden die "steepest gradient Methodc 
und der Levenberg-Marquardt- Algorithm us fur die iterative Berechnung angewendet. Beide Verfahren ergeben unter Be- 
rucksichtiauna aquivalenter Abbruchkriteriert der iterativen Optimierung identische Losungen. Bei geeigneter Wahl von 
Startwcrtcn fur die itcrauv zu crmittelndcn Faktorcn b, . . . b m ist das mchthncarc Rc grcssion sverfahren zuvcrlas si g und 
bietei eine einfache Handhabung. Falls die Startwerte und die initialen Schriuweiten des iterativen Verfahrens ungunsug 
defimert wurden ergeben sich )edoch falsch konditioniene Iteranonsschntte, die einc Fehlbesummung inform eincs lo- 
kalen Minimum* der Minimicrungsfunktion ergeben konnen. Diese Gefahr kann zwar durch die Defmmon von Grenz- 
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wertcn fur b : . . . b ra reduziert werden, doch gerade bei Minmiierungsfunktionen nut komplexer Topologie isi die Zuver- 
l^siekcitdcrilcrativcnSuchcdcsglobalcnMimmumscingcschrankl. _ 

Das multivariate lineare Regressions verfahren bieLet somit gegenuber dem nichtlinearcn Regressionsverfahren fur die 
Mehrzahl der Applikationen r'olgende VorzLige: 

- nichllineare Regressionsverfahren bergen das Risiko, em lokales Optimum der Dalenanpassung /u linden, das 
multivariate lineare Regressionsverfahren crfaBt immer das globale Optimum der Dalenanpassung 

- Der Berechrmngsaufwand durch das multivariate lineare Verfahren ist wesentlich niedriger ais bei den uerativen 
Verfahren und bei einer gegebenen Konfiguration immer identisch. Somit ist die benoUgte Rechenzeit abschatzbar 
und dadurch die Integnerbarkeit in Echtzeit-Programmablaufe gegeben. _ 

- Die Berecbnungsschritte der Matrix operation (Formel (3)) bestehen lediglich in Additionen und Muluphkatio- 
nen Daher kann fur die Anwendung dcs Verfahrens derhohe Grad der Rechenoptimierung in aktuellen Prozessoren 
("pipelining" von Additionen und Multiplikationen) ideal genutzt werden, Alternauv konnen jedoch auch Prozesso- 
rcn mil rednziertem BefehLssatz ("RISC "-Prozessoren) verwendet werden. 



to 
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Anwendungsbeispiel 

Die Vorrichtung, die bei Ersiellung des Anwendungsbeispiels verwendet wurdc, ist in Zeichnung 1 sehemalisch wk- I 
dergegehcn Das in e.nem Monochromalor (T.T.U..-Ph«toni«) er/eug.e Anregungshcht wurde durch eine schnelle fco 
Steuervorrichtung auf ve&iedenSTCiiSilllngeD eingestellt. Durch die Wahl der Reposition des Monochromators bei 
einer von der Optik nichi Iransmittierten Wellenlange von 260 nm dienie die schngje Mnnnrhr"niatnrsteuerung gleic li- 
zcitig zur Slcucrung der Bclichtungszcit der an>Kamcra. Andcmfalls muB dureh cine gcpulstc Lichtqucl to odcr durch 
einen mechanischen oder elektronischen VerschluB im Sirahlengang die Belichtungszeit des Sensors reguhert werden. . 
Das Anregungslicht kann bei Verwendung niclv.-monochromer Licluquellen durch geeignete Bandpasshlter genltert IS 
werden. Her konnen zur Aufzeichnung speklraler Dalensatze beispielsweise Futerrader zum EinsaK komrnen, die syn- \ 
ehron zu dem VerschluB der CCD-Kamera gesleuert werden. Die dichroischen Spiegel, die be! berkoimuhchen .Epittuo- 
reszenzmikroskopen verwendet werden, konnen ebenf alls zur spektralen Auftrennung gewechselt werden Hierbei is je- 
doch auf einen moglichen Pixelversatz des Bildsignales nach Wechsel der Spiegel und Filtersaize zu achten, der durch 
die Bauweise der Spiegel und Filter bedingt sein kann. Das Objektiv muB tiber erne htnre.cliende BildebnLing und eine 30 
gennge chromatische Aberration verfugen. Das ,m Anwendungsbeispiel angewendete Objektiv ist ein UVoptirmerte^ 
lichtstarker Achromat (Fluar 1 Ox/0.50. Carl Zeiss AG), dessen Bildebnung im MeBfeld der vcrwendeten C.CD-Kamera 
eine hohe Bildscharfc in den verwendeten speklralen Bereicben erzeug.e. Das em.ttierte L.cht wurde zur U'^nat.oi, 
von Streulicht durch einen Langpassfilter (Transmission bei X > 510 nm) geleitet, bevor es in den Sensor gelangte. Die 
verwendete CCD-Kamera zeichnet sich durcb einen "grade-C'-Chip ohne Pixeldefekte aus, der zur Verr^gerung des 35 
Dunkclstromes durch Pclticr-Elcmcmc auf -20°C gckiihlt wild. Bei Verwendung anderer Scnsoren muB bcachtct wer- 
den daC das Regressionsverfahren auf der Grundlage der Formel (1) nur dann angewendct werden kann wenn der Sen- 

sorm einem uncaren M-rDeusDcicLuii ucuicuoii vvLiu.. ^^g^^ii*-"i^-' rvw..^^. . , 

ten des Sensors entsprechende Umrechnungsfaktoren bei der Dalenerfassung angewendet werden, urn die tatsachliche 
Signalintensitat der Probe zu erfassen und nach dem beschriebencn Verfahren fortzuseizen ^ hri „ m 
In Fig. 2 sind spektra! aufgeloste Dalensatze der Anregungswellenlangen von 320 nm b.s 490 nm in 1 nm-Schntten 
von Fura-2 Fura-2-Ca 2 --Komplex und "green fluorescent protein" (GFP) nach Norm.erung auf die maximale Huores- 
zenzintensitat des entsprechenden Fluoroehroms abgebildet. Als Reinformen wurden in der Fokusebene folgcnde Mate- 
riaiicn gemcssen: 45 

1 GPP" In HHK 29^-Zellen (humane erabryonale NierenzeLlen), die rekombinantes modiriziertes GPP expnmieren 
(48 Stunden nach transienter Transfektion des Plasmids pEGFP-Cl, Clontech, Palo- Alio, CA, USA) 
-> Fura-2' In HEK 293-Zellen, die mil Funi-2-Azetoxymelhylesler (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) geUden 
wurden, und mil dem Ca 2+ -Chelator Fthylengiykol-bis-t 2-aminoethyl Hetraessigsaure 2 mM (^.TA; Pluka, Uei- 
senhofen Deutschland ) und dem Ca^-Ionophor Ionomycin 5 uM (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) fur . h mku- si 



^FuTai-C^-Komplex: In HEK 293-ZeUen, die mil Fura-2- Azetoxymethylester (Molecular Probes. Eugene. 
OR, USA) geladen wurden und mil Ca 2+ !0 mM und dem Ca 2+ -Ionophor Ionomycin 5 pM (Sigma, Deisenhofen, 

Deutschland) tur 20 mm inkubiert wurden. r , n n ^\ ; n 

4 Zusatzlich zu Punki 2 und 3 wurde eine 2 ujvl Losung von Fura-2-Kaliumsalz in einer Pufferlosung (pi I 7,1) in 
Anwesenheit von Ca 2+ bzw. EGTA in der Probenkammer gemessen. Die Daten dieser Messungen ergaben i gegen- 
uber den Messungen nach Punkt 2 und Punkt 3 weniger als 1 nm spektrale Verschiebungen und bestaiigten dadurch 
die Effizienz der Aquthbrationsprozedur in HEK 293-Zellen. Da diese normienen Anregungsspektren rnit den nach 
Punkt 2 bzw. Punkt 3 emiittelten Spektren nahezu ubereinstimmen, wurden sie aus Grunden der Ubersiclnuchkeit 
nichtin Zeichnung 2 abgebildet. 

Als Probe wurden im selben optischcn System 1IEK 293-/ellcn gemessen, die gleidv/eilig mit pEGFP-Cl und der 
cDNA ernes Kationenkanals (mTOPC4) im Expressions vek tor P cDNA3.1 anvitxogen, USA) ™nt t^ 
den, Die Kontrolle der TransfcktionsefTizienz und die Aus wahl der posiuv transhzierten Zellcn fur d.n MUworg^g 
konntc durch dk Expression dcs GFP crfolgcn. Der Ca^-Ind.kator Fura-2 wurde venvendet ° 5 
Ausbildung eines nichl-fluoreszicrcnden Kornplex bindet (Cirynkiewicz et al. (1985)). Da der KaUonenkanal mFW C4 
^ben Ca^ auch Man^anionen (Mn^) leitet, kann in Mn^halUgen Medien die Kanalakuvitat durch das Absmken d 
Fura-2- und Fura-2-Ca^-abhangigcn Fluoreszenz verfolgt werden. Hierbei ware zu erwarten, dafi die Fluoreszenz beider 
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Fura-2-Indikatorspezies absmkt, n.ch. jedoch die Ruoreszenz des GFP. Da groBe Inte^itaisunterschicde der Ftammn- 

zcn der drc, in dcr Probe vorhandenen Huorcszcnzfarbstoftspczics im Bcrcich yon 340 nm 358 ran. 380 nm und ^80 n rn 
a oBe Differenzen un.ereinander aufweisen. warden diese Anregungswellenlangen to den MeBvorgang ausgewah 1. 
Durch die Wahl der bxpositionsmt der CCD- Kamera von 30 ms be, jeder Anregungswellenlange ^^J^^ 
Berber, der CCD-Kamera optimal genuizt, wobei insbesondere daraut geachtet wurde, daB keine BUdpixel die Sa.t - 
gungsschwelle der CCD-Kamera ubersteigen. D>e Aufzeichnung erne, speklralen Daiensatzes erforderte wemger als 
°0Q ms und wurde in 1 s Intervallen wiederholt. . 

BiT^egionen. die emzelnen Zellen entsprechen. warden selektien and eine Zeitscne der rmtUeren Bddp.xelwer e uber 
jede der elck.ierten BUdregionen berechnet. Die cntsprecheoden M.ttelwene der Bildregioner , be: den ^^Uen'ange 
340 nrr 358 nm 380 nm and 480 nm sind als Funktioa der Zeit in den Fig. 3-6 dargestel t Be, 20 s wurde Mn i mM 
S l ie Kanalaktivita. za verfolgen, nach 90 s warden die Zellen nut Carbachol 100 uM sumuker, Daren das 
befchnebene multivana.e, l.neare Regress.onsveriahren warden nan die relative* lietrage der e.nzclnen Huorocbrc^e. 
*e slh zum jeweiligen Gesamtsignal addieren, fur.iede Zelle za den verschiedenen Zei.punkten ermitte It. Zagrundeg - 
legt warden liierbei die norn.ierten spektral aufgetrennien Flaoreszenzintensitaten der Reinforn.en ausF.g. 2^Nach Ver- 
i rechnung dcr reladvcn Fora-2 and Fura-2-Ca* Konzcntrationcn gcmiB dcr Formcl (4) wardc cue rcsalticrcndc frc.c zy- 
osoUsche C^-Konzentralion in den selektierten Bildarealen (entsprechend mehreren verschiedenen ZeUen im Ge- 
.tehtsfeld) im oberen Abbildungste.l der Fig. 7 ((1) in Fig. 7) als Funktion der Zeit aufgetxagen. Die durch das muuva- 
riaten linearen Regressionsverfahrens ermittelten Zeitverlaute der Samme der relativen Fura-2 and Fun.-2-Ca Fluo- 
reszenze:, warden Lunierl und nach Normierung auf die initiate, Fluoreszenz.menM^n ^""^""^ 
t der Fifi 7 (Pi in Fig. 7) dareestellt. Die relative GFP-Konzenlranon ist ,m unreren Abb.lriungs.e.l der Fig. 7 ((3) in Fig. 
7) aofjtragen. Aus Abbildungs.e.l (2) in Fig. 7 kann man ersehen, daB die Stimulation eines Mn 2 -Einstromes zu enier 
rapiden Vemngerung der Fara-2- und Fura-2-Ca^-Signale fuhrt. Die durch das genannte Verfahren erm tte te GFP-Huo- 
reszenz ((3) in Fig. 7) hingegen blcibt nahcza konstant. Wcitcrhtn ist cine Bcstiramung dcr zytosol.scb.cn (.a "Koozcn- 
radon Ve b . ante" mehreren Storeiaflussen moglich <(1) in Fi«. 7). So warden im Anwendungsbeisp.e 1 me rere Sto - 
5 grbBen eingellihrt. die jeweiLs eine Quanutiz.erung durch das von Grynkiewicz et al. (1985. beschnebene Ratio- Veriah- 
ren" beeintrachtigen wiirden: 

- Die Anwesenheit eines dntten Fluorochroms ( GFP) verursacht in den Anregungswellenlangen 380 nm, 358 nm 
und 340 nm unterschiedlich siarke Signalin tension, die die nuoreszenzsignale von Fura-2 uberkgern 
o - Die dcutliche Abnahme der Fura-Fluoreszenzen nach Auslosung eines Mn 2+ -Einstromes m die Zellen fuhrt zu m- 

konsistentenEreebnissen nach dem "Ratio- Verfahren". . 
Durch AbnTtate der Fura-Flaoreszenzen nimmt die S.orgrOBe der GFP-Flaoreszenz ze.tabhangig im Verhaltnis 

zu den 1 ; ura-] luoreszenzen zu. 

n Da mit dem in dieser Erfindung beschriebenen Verfahren die Huorochromzusanunensetzung ohne die Bildung von 
'■Ratio-Vcrfahrcn" crrmUclt wcrdci kann. nchmcn die StorgroBcn keincn EinfluB auf die Quanufizicrung dcr ortl.cn and 
zeitlich aufgelosten Fluorochromzasa.nmensetzung. Flaorochrome mit deu.lich Uberlappenden spektralen Eigenschaften 
konnen somit erstmals ohne die Verwendung von "Rat,o- Verfahren" zuverlassig quanuhziert werden. 

10 Beispiele der bevorzugter, NulzungsinoglichkeiLen der Erfindung 

Die Schnelligkeit des Berechnungsverfahrens erlaubl es, eine bone zeitliche and/oder raumliche Aaflosung der MeB- 
vornehtang anvernundert za natzen. Darch weitere Entwicklungen in Hard- und Software werden darch onlme-Berech- 
nungen die im Spcichcr vcrblcibcndcn Datcnsatzc wcr.cr rcdazicrt werden konncn. da nach dem Bcrechnungsvcrfahrcn 

n die spektral aufgeloslenBilddaten nicht mehrbenougt werden. Eine onUne-Berechnang der Datensatze warde neben der 

' Speicherplaizredaktion den wei.eren Vorteil bie.en, daB bereits kalibrier.e Da.en visaah.s.ert werden konnen. Der An- 
wender konnte auf dem Bildschirm beispielsweise simaltan und nahezu in Fxhlzeit die bereits kalibnertc Ca -Konzen- 
"aSon den pH-Wert in einer Zelle oder die Lokalisation verschmlene iluoreszierender Proleine and Farbstoffe wahrend 
eine, laufenden r.xperimenl5 beobach.en. Tn einem Pluorcs,en7mikroskop komen nach Angabe der ,n ner Probe enthal- 

su tenen Flaorochrome durch Echtzeit-Berechnungen verschiedene Flaorochrome in getrennten B. Idem cder darch Farb- 
kodierungen kenntlich gemacht nebeneinander oder in ubereinandergelagerten Bildern dargesiellt werden. Dies i t be. 
Venvendungen von Huoroehromcn. die durch opusche Vomchtangen qaan.itativ anterscheidbar s.nd. ,n der konfokalen 
Lasermikroskopie and in der mehr-Phoronen-Mikroskopie bereits verwirklicht worden Be, Verwendung von iDdikaior- 
farbstorlM konnen jedoch lediglich relative Verandemngen beobachte, werden; e.ne Qaan..hz.erung konnte m,. dem in 

ss dieser Erfindune beschriebenen Verfahren ermoglicht werden. . 

TrrTchtungel die durch ihre Eignung zur Aufzeichnung spektraler Datensatze fur die Anwendungcn des m dieser Er- 
findune beschnebenen Verfahren* besondcrs geeignet erschcinen, sind beschneben worden. Sie umfassen Konfokalc und 
nnnung nesi,nnenencn vcua ■ S 7SU17 SRriigS4 TJS 5864139 WO 92227 l )3), aber auch die Fluo- 

nicht-konfoka e Huoreszenzmikroskope (Ub /, us jow i.^, ^ > 

re zenz^Uutzte DarchnaBzyton.etrie (in Patent US 4745285 bere.ts mi. den lechnischen Voraussetzongen Tar e.ne 

60 sp^ J Z tennung dcr Haoreszenzem.ss.on beschneben) oder die Fluoreszenz-bas.erende DKA-S equenzierung 
0 ,94 524 und dessen Weiterentwicklungen). Die Kalibranon der Fluoreszenz-Resonanz-Energ.e-Transfer-M.kro- 
Ikopie (,:». WO 9855026) kann ebenialls durch das crfindungsgemaBc ^^'^/^^^igi 6 
Flaoreszen,en des "green fluorescent protein" (GFP;. and seiner Vananten 

S-'dirifiS WO9742320 CA 2232727, WO 972()333. AU4482990, l;S 5.1625048, WO97U094, V\uy0-.1MU. 

6, WoVlloi) konncn nut dev. crflndungsgcmfiBcn spck.roskopischen Quanlifizicrungsvcrfahrcn trou ubcrlappcndcr 
Safe H enschaften etTektiv voneinlnder sepaner, werden. Dies ermdghch. etstmals die sunultane Bestim nunc 
nul.ipler hxpressionsmarker in vi.alcn Zellen Durch die Expression von Fus.onsproteinen mit den genann.en OH -Va- 
n en konn n verschiedene zeilulare Proteine simultan in lebenden Zellen beobachte. werden. Kolokal.sationsstud.er. 
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mil Hitfe der Ruoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Mcthodc (FRET) konnen mil dem in dieser Erfindung vorgestell- 
tcn Vcrfahrcn durch die cxakic Quantifuicrung dcr Einzclfluorcszcnzcn nut bedcutend groBcrcm Auflosungsvcrmogcn 
durchgefuhn werden. 
Literaturnachweis: 

1 . Brismar FL, Ulthake B., Fluorescence lifetime measurements in confocal microscopy of neurons labeled with multiple 
Fluorophores; Nat. Biotechnol, 1997; 15: 373-377; 

2. Carlsson K., Aslund N.. Mossberg K., Philip J., Simultaneous confocal recording of multiple fluorescent labels with 
improved channel separation, J. Microsc. 1994; 176: 287-299; 

3. Carlsson K., Liljeborg A., Simultaneous confocal lifetime imaging of multiple fluorophores using the intensity-modu- 
lated multiple-wavelength scanning (IMS I technique; J. Microsc. 1998; 191: 119-127; 

4. Grynkiewicz G., Poenie M„ Tsien R. Y, A new generation of Ca 2+ indicators with greatly improved fluorescence pro- 
perries; J. Biol. Chem. 1985; 260 3440-3450; . 

5. He K, Nunnally B. K., Li L. C, McGown L. B., On-the-fly fluorescence lifetime detection of dye-labeled DNA pri- 
mers for multiplex analysis:; Anal Chem. 1998;70:3413-3418; 

6. Lowy R.J., Evaluation of tnplc-band filters for quantitative cpi fluorescence microscopy; J. Microsc. 199V, 

178:240-250; „ , J , ^ , , a 

7. Oida T., Sako Y, Kusumi A., Fluorescence Lifetime imaging microscopy (flimscopy). Methodology development and 

application to studies of endosome fusion in single cells, Biophys, J. 1993; 64: 676 685; _ 

8. Ried T., Baldini A., Rand T. C, Ward D. C, Simultaneous visualization of seven different DNA probes by in situ hy- 
bridization using combinatorial fluorescence and digital imaging microscopy; Proc. Natl. Acad. Sci. V. S. A. 1992: 
89: 1388-1392. 

Patcntanspriichc 

1 Verfahren zur Quantifizierung mehrercr Fluorochrome, bei dem durch Aufzeichnung und Speichenmg spektral 
aufgetrennter Fluoreszenzen der in einer Probe enthaltenen Ruorochrome in Reinform, durch die Aufzeichnung 
und Speicherung spektral aufgeLrennler Fluoreszenzen der Probe und durch die Anwendung eines muluvanaten h- 
nearen Regressions verfahrens die Beitrage der Remformen zu komplexen Gesamtsignalen ermittelt werden, da- 
durch gekennzeichnet, dass eine spektrale Auftrennung durch die Verwendung verschiedener Anregungswellen- 
iangen erfolgt. 

^ Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oder Filterung des emit- 
tierten Lichtes bei einer AnregunesweLlenlange zur Erfassung spektral aufgetrennter Fluoreszenzen eingesetzt wird. 
3 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oder Filterung des emit- 
tierten Lichtes bei mehreren verscmedenen Anregungswellenlangen zur Erfassung spektral aufgetrennter Huores- 

zenzien eingesetzt wird, . 

4. Vcrfahrcn nach cincm dcr vorhcrgchcndcn Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB cin mchtlincarcs Kcgrcssi- 

onsverfahren zur Berechnung der Beitrage der Reinformen zu komplexen Gesamtsignalen verwendet wird. 

« \j„^u~~~ -o-u 0 ;„. m A„ r vnr^rophpnHpn AnsnnVhe. darlnrch gekennzeichnet, daJj bei Verwendung von m ver- 

_y . r vi i (XI il ^ i in nwij vni fiii vj • w*. • - — £. ~ r ' ' 

schiedenen Fluorochromen n = m vcrschiedene spektrale Konfigurauonen zur Datenaufzeichnung eingesetzt wer- 
den, und ein Substitutions verfahren zur Berechnung der Beitrage der Reinformen zu komplexen Gesainusignalen 
verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB als Anregungshchtquellen 
kontinuierliche oder gepulste Laser lie htque lien verwendet werden. 

7 Vcrfahrcn nach cincm dcr vorhcrgchcndcn Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Quantifizicrungcn von Mil- 
lie ubedingungen durchgefuhrt werden, wobei ein oder mehrere Fluoreszenzindikator(en) eingesetzt werden, deren 
millieuabhangig veranderliche Formen fur das erfindungsgemalie Quantihzierungs verfahren als verschiedenc Rein- 
formen von Fluorochromen behandelt werden konnen. 

8 Anwendung des Verfahrens nach emem der Anspriiche 1 bis 7 in der Fluoreszenzmikroskopie. 

9 Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1, 2, 3, 4 und 6 in der Nukleinsauresequenzicrung. 

10. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 in der DurchfluBzytometrie oder dem " fluores- 
cence- assisted-ceLl-sorting" (FACS). 

11. Anwendung des Verfahrens nach emem der Anspruche 1 bis 7 in der Huoreszenzspektrophotometne oder der 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie. 

Hicrzu 5 Seite(n) Zcichnungen 
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Abstract 



The present invention concerns an optical arrangement for selection and detection of the spectral region of a 
light beam (1) in a confocal scanning microscope, having a means (2) for spectral dispersion of the light 
beam (1) t having means (3) for selecting a definable spectral region (4), and having a detection apparatus 
(5). The optical arrangement should be able to scan or detect multiple narrow-band spectral regions of a 
spectral region to be detected, in as uninterrupted a fashion as possible and in variably adjustable steps 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

© Optische Anordnung zur Selektion und Detektion des Spektalb ereichs eines Lichtstrahts 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft eine optische Anord 
nungzur Selektion und Detektion des Spektralbereichs ei- 
nes Lichtstrahls (1) in einem konfokalen Rastermikroskop, 
mit einem Mittel (2] zur spektralen Zerlegung des Licht- 
strahls (1), mit Mittel n (3) zum Selektieren eines vorgeb- 
baren spektralen Bereichs (4) und mit einer Detektions- 
vorrichtung (5). Die optische Anordnung sollte von einem 
zu detektierenden spektralen Bereich mehrere schmal- 
bandige spektrale Bereiche moglichst luckenlos und in 
variabel einsteilbaren Schritten abtasten bzw. detektieren 
konnen. Weiterhin sollte eine schnelle und variable spek- 
trale Detektion moglich sein, die gleichzeitig kostengun- 
stig realisierbar ist. Die erfindungsgemafte optische An- 
ordnung ist dadurch gekennzeichnet, dass zur Beeinflus- 
sung des zu detektierenden spektralen Bereichs (4, 18) der 
spektral zerlegte Lichtstrahl (19) und die Detektionsvor- 
richtung (5) relativ zueinander in ihrer Position verander- 

" bar sind . 
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[0001] Die vorliegende Lrtindung betrifft eine optische 
Anordnung zur Selektion und Detektion des Lichts eines 
Spektralbereichs eines Lichtstrahls in einem konfokalen Ra- 
stcrmikroskop, mil cincm Mittcl zur spektralen Zerlegung 
des Lichisirahls, mit Mitieln zum Selektieren eines vorgeb- 
baren spektralen Bereichs und rail einer Detektionsvorrich- 
tung. 

[0002] Anordnungen der gattungsbildenden Art sind aus 
der DE43 30 347 und der DE 199 02 625 hekannt. Diese 
Anordnungen werden vorzugsweise im Strahlengang konfo 
kaler Lasers canning-Mikroskope eingesetzt. Hierbei wird 
ein das Detektionspinhole passierender Lichtstrahl mit ei- 
nem MitteL zur spektralen Zerlegung spektral aufgefacnert. 
Lin Teil des spektral aufgefacherten Lichtstrahls kann dann 
eine erste variabel angeordnete Spiegelblendenanordnung 
passieren. Der entspreehende spektraie Bereich wird dann 
von einem Det.ekt.or detektiert.. Der Anteil des aufgefacher- 
ten Lichtstrahls, der auf die erste Spiegelblendenanordnung 
auftrifft, wird an ihr zu einer weiteren Spiegelblendenanord- 
nung reflektiert, Auch an der weiteren Spiegelblendenan- 
ordnung kann ein Tfeil des an der ersten Spiegelblendenan- 
ordnung reflektiert en spektral aufgefacherten lichtstrahls 
passieren, der mit einem weiteren Detektor detektiert wird. 
Der verbleibende Teil wird nut der weiteren Spiegelblen- 
deneinrichtung zu einem dritten Detektor reflektiert, dem 
gegebenenfalls eine weitere Spiegelblendenanordnung vor- 
geordnet ist. 

[0003] Die bekannten optischen Anordnungen verwenden 
zur Detektion verschiedener Spektralbereiche mehrere De- 
tektionskanale. Jeder Detektionskanai ist iiblicherweise mit 
einem eigenen Detektor ausgerustet, was mit zum Teil er- 
heblichen Kosten verbunden ist. Mit den bekannten opti- 
schen Anordnungen ist cs fcrncr moglich, simultan mchrcrc 
Spektralbereiche zu detektieren, jedoch ist eine Detektion 
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kannten Anordnungen simultan nicht ohne weiteres mog- 
lich. Insbesondere wenn der gesanite Spektralbereich von 
beispielsweise 500 nm bis 800 nm in 5 nm-Schritten zu de- 
tektieren ist, ist eine mechanische Verstellung der variabel 
angeordneten Spiegelblenden erforderLich, was relativ viel 
Zeit in Anspruch nirnmt. 

[0004] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Auf- 
gabe zugrunde, eine optische Anordnung der gattungsbil- 
denden Art anzugeben und weiterzubilden, die von einem zu 
detektierenden spekiralen Bereich mehrere schmalbandige 
spektraie Bereiche mbglichst liickenlos und in variabel ein- 
stellbaren Schritten abtasten bzw. detektieren kann. Weiter- 
hin sollte eine schnelle und variable spektraie Detektion 
moglich sein, die gleichzeitig kostengunstig realisierbar ist. 
[0005] Das erfindungsgemSBe Verfahren der gattungsbil- 
denden Art lost die voranstehende Aufgabe durch die Merk- 
male des Patentanspruchs 1. Danach ist eine solche Anord- 
nung dadurch gekennzeichnet, dass zur Beeinflussung des 
zu detektierenden spektralen Bereichs der spektral zcrlcgtc 
Lichtstrahl und die Detektion svorrichtung relativ zueinan- 
der in ihrer Position veranderbar sind. 
[0006] ErfindungsgemaB ist zuniichst erkannt worden, 
dass eine schnelle und variable spektraie Detektion durch 
eine relative Positionsanderung erzielt werden kann, und 
zwar ohne jedesnial mindestens eine Spiegelblende mecha- 
nisch zu bewegen. Durch diese relative Positionsanderung 
ist cs in vortcilhaftcr Wcisc moglich, den spektralen Dctck- 
tionsbereich sehr viel schneller einzustellen, als das mit ei- 
ner Spektralbereichsanderung durch die Mitt el zum Selek- 
tieren des vorgebbaren Bereichs moglich ist, wodurch die 
DeLekLionszeil reduziert wird. Beispielsweise ist es insbe- 



sondere bei der Selektion eines schmalbandigen spektralen 
Dctektionsbereichs von 5 nm moglich, aufgrund der relati- 
ven Positionsanderung einen ausgedehnten Spektralbereich 
mit diesem eingestellten schmalbandigen Spektralbereich in 
5 Schritten von je 5 nm zu detektieren. 

[0007] In cincr bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst die 
Detektionsvorrichtung nur einen Detektor. Bei diesem De- 
tektor konnte es sich beispielsweise urn einen Photomulti- 
plier handeln, die Verwendung einer Photodiode, insbeson- 
to dere einer Avalanche -Photodiode, ware ebenfalls denkbar. 
Aufgrund der relativen Positionsanderung ries spektral zer- 
legten Lichtstrahls und der Detekuonsvorrichtung kann in 
vorteilhafter Weise auf den Einsatz mehrerer Detektoren 
verzichtet werden, was die Herstellungskosten ganz erheb- 
15 lich reduziert. Letztendlich werden nicht nur zwei, drei oder 
vier Detektoren eingespart, sondern auch deren zum Teil 
aufwendige Strom versorgung sowie Auslesevorrichtungen 
mit der entsprechenden Peripherie. Daruber hinaus entfallt 
des weiteren die kompliriert.e raumliche Anordnung mehre- 
20 rer Detektoren samt deren Mittel zum Selektieren des vor- 
gebbaren spektralen Bereichs, so dass in weiterer vorteilbaf- 
ter Weise die Produktion erheblich vereinfacht wird. 
[0008] Die erfindungsgemaBe relative Positionsanderung 
zwischen dem spektral zerlegten Lichtstrahl und der Detek- 
25 tionsvorrichtung bewirkt eine Veranderung der Anfangs- 
unoVoder Endwellenlange des spektral selektierten Bereichs. 
Wenn beispielsweise der spektral zerlegte Lichtstrahl relativ 
zur Detektionsvorrichtung lateral verschoben wird, so 
"sieht" der Detektor nach dieser Verschiebung einen spek- 
30 tralen Bereich, der eine andere Anfangs- und Endwellen- 
lange aufweist. W r enn die Dispersionseigenschaft des Mit- 
tels zur spektralen Zerlegung kleiner ist, hleiht in diesem 
Beispiel die Breite des zu detektierenden spektralen Be- 
reichs unverandert, da die Lage der Mittel zum Selektieren 
35 des vorgebbaren spektralen Bereichs relativ zum Detektor 
nicht verandert wurden.Es gibt nun mehrere MGglichkeiten, 
die relative Positionsanderung zwischen dem spektral zer- 
legten Lichtstrahl und der Detektionsvorrichtung durchzu- 
fiihren. 

40 [0009] Tn einer ersten Ausfuhrungsform wird zur relativen 
Positionsanderung mindestens ein im Strahlengang ange- 
ordnetes optisches Bauteil gedreht oder verschoben. Bei 
dem optischen Bauteil handclt cs sich vorzugsweise urn ei- 
nen Spiegel. Das Drehen eines im optischen Strahlengang 
45 angeordneten Spiegels konnte das zu detektierende Licht- 
bundel in der Pupille einer das Lichtbundel kollimierenden 
Linse verkippen, Der sich drehende Spiegel muBte im De- 
tektionsstrahlengang der kollimierenden Linse vorgeordnct 
sein. Das gedrehte oder verschobene optische Bauteil ist im 
50 Detektionsstrahlengang vor dem Mittel zur spektralen Zer- 
legung angeordnet. Das Verkippen des Lichtbundels in der 
Pupille der kollimierenden Linse bewirkt eine laterale Ver- 
schiebung des auf die Detektionsvorrichtung auftreffenden 
spektral zerlegten Lichtstrahls. 
55 [0010] In einer alternativen Ausfuhrungsform erfolgt die 
relative Positionsanderung zwischen dem spektral zerlegten 
Lichtstrahl und der Detektionsvorrichtung durch Drehen 
oder Verschieben des Mittels zur spektralen Zerlegung. 
Auch hierdurch kann der spektral zerlegte Lichtstrahl relativ 
60 zur Detektionsvorrichtung verschoben bzw. verandcrl wer- 
den. 

[0011] Das optische Bauteil bzw. das Mittel zur spektralen 
Zerlegung konnte auch gedreht und verschoben werden. 
Hierdurch crgibt sich dann - abhangig von der Anordnung 
65 der Drehachse und der Ausgestaltung der Verschiebung - 
eine Verkippung des optischen Bauteils bzw. des Mittels zur 
spektralen Zerlegung. 

[0012] Die Drehung des Mittels zur spektralen Zerlegung 
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[0001 J Die vornegende Lrhnnung bctrift't eine optische 
Anordnung zur Selektion and Detektion des Lichts eines 
Spektralbereichs eines Lichtstrahls in einem konfokalen Pa- 
ste rmikroskop, mit cincm Mittcl zur spcktralcn Zcrlcgung 
des Lichtstrahls, miL Miuem zuni Selekiieren eines vorgeb- 
baren spcktralcn Bereichs und mil einer Detektionsvomcb- 

tung. . 
[0002] Anordnungen der galtungsbildenden Arl sind aus 
der DP 43 30 347 und der DP 199 02 625 bekannt. Diesc 
Anordnungen werden vorzugsweise irn Strahlengang konfo- 
kaler Laserscanning-Mikroskope eingcsetzt. Hierbei wird 
ein das Detektionspinhole passierender Lichtstrahl mit ei- 
nem Mittel zur spektralen Zerlegung spektral aufgefacbert. 
Lin Teil des spektral aufgerachcrten Lichtsirahls kann dann 
eine erste variabel angeordnete Spiegelblendenanordnung 
passieren. Der entsprechende spektrale Bereich wird dann 
von einem Detektor detektiert. Der Anteil des aufgefacher- 
ten Lichtstrahls, der auf die erste Spiegelblendenanordnung 
auftrifft, wird an ihr zu einer wciteren Spiegelblendenanord- 
nung reflekuert. Auch an der weiteren Spiegelblendenan- 
ordnung kann ein Teil des an der ersien Spiegelblendenan- 
ordnung refiektierten spektral autgefachcrten Lichtstrahls 
passieren, der mil einem weiteren Detektor detektiert wird. 
Der verbleibende Teil wird mit der weiteren Spiegelblen- 
deneinrichlung zu einem dritten Detektor refiektiert, dcm 
gegebenenfalls eine weitere Spiegelblendenanordnung vor- 
geordnet ist. 

[0003] Die bekannten optischen Anordnungen verwenden 
zur Detekrion verschiedener Spektralbereiche mehrere De- 
tekiionskanale. Jeder Detektionskanal ist ubhcherweise mil 
einem eigenen Detektor ausgeriistet, was mit zum Teil cr- 
heblichen Kosten verbunden ist. Mit den bekannten opti- 
schen Anordnungen ist cs fcrncr mbgtich, sirnultan mchrcrc 
Spektralbereiche zu detektieren, jedoch ist eine Detektion 
zahlreicher schrnalbandiger Spektralbereiche mil den be- 
kannten Anordnungen sirnultan nicht ohne weiteres mog- 
lich. Insbesondere wenn der gesanite Spektralbereich von 
beispielsweise 500 nm bis 800 nm in 5 nm-Schritten zu de- 
tektieren ist, ist eine mechanische Verstellung der variabel 
angeordneten Spiegelblenden erforderlich, was rclativ viel 
Zcil in Anspruch nimmt. 

[0004] Der voriiegenden Erfmdung liegt daher die Auf- 
gabe zugrunde, eine optische Anordnung der gattungsbii- 
denden An anzugeben und weiterzubilden, die von einem zu 
detektierenden spektralen Bereich mehrere schmalbandige 
spektrale Bereiche moglichst luckenlos und in variabel ein- 
stellbaren Schritten abtasten bzw. detektieren kann. Weiter- 
hin soilte eine schnelle und variable spektrale Detektion 
moglich sein, die gleichzeitig kostengunstig realisierbar ist. 
[0005] Das erfindungsgemaBe Verfahren der gattungsbil- 
dender. Art lost die voranstehende Aulgabe durch dieMcrk- 
male des Paten tan spruchs 1. Danach ist eine solche Anord- 
nung dadurch gckcnnzeichneL. dass zur Beeinflussung des 
zu detektierenden spcktralcn Bereichs der spektral zerlegte 
Lichtstrahl und die Detektionsvorrichtung relativ zueinan- 
der in ihrer Position veranderbar sind. 
[0006] ErfindungsgemaB ist zunachst erkannt worden, 
dass erne schnelk und variable spektrale Deiekdon durch 
eine relative Positionsanderung crziclt werdcr kann, unci 
zwar ohne jedesrnal mindestens eine Spiegelblende mecha- 
nisrii zu bewegen. Durch diese relative Positionsanderung 
isi cs in vortcilhaftcr Wcisc moglich. den spcktralcn Dctek- 
tionsbereich sehr vie! schneller einzustellcn, als das mil ei- 
ner Spektralbereichsanderung durch die Mittcl zum Selek- 
iieren des vorgebbaren Bereichs moglich ist, wodurch die 
DetekLionszeil rcdu/.ierL wird. Beispielsweise isl es insbe- 



sondere bei der Selektion eines schmaibandigen spektralen 
Dctekuonsbcreichs von 5 nm moglich, aufgrund der relaii- 
ven Positionsanderung einen ausgedehnten Spektralbereich 
mil diesem eingestellten schmalbandigen Spektralbereich in 
5 Schritten von ie 5 nm zu detektieren. 

[0007] In cincr bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst die 
Detektionsvorrichtung nur emen Detektor. Bei diesem De- 
tektor konnte es sich beispielsweise nm eincn Photomulti- 
plier handeln, die Verwendung einer Photodiode, insbeson- 
to dere einer Avalanche -Photo diode, ware ebenfalls denkbar, 
Aufgrund der relativen Positionsanderung des speKtral zer- 
legten Lichtsirahls und der Detektionsvorrichtung kann in 
voneiliiafter Weise auf den Einsatz mehrerer Detektoren 
verzichtet werden, was die Herstellungskosten ganz erheb- 
15 lich reduziert. Letztendlich werden nicht nur zwei, drei oder 
vier Detektoren eingespart, sondern auch deren zum Teil 
aufwendige Strom versorgung sowie Auslesevorrichtungen 
mil der entsprechenden Periphene. Daruber hinaus entfallt 
des weiteren die komplizierte raumliche Anordnung mehre- 
20 rer Detektoren samt deren Mittel zum Selekiieren des vor- 
gebbaren spektralen Bereichs. so dass in weiterer v or teilh af- 
ter Weise die Produktion erhebLich vereinfacht wird. 
[0008] Die erfindungsgemaBe relative Positionsanderung 
zwischen dem spektral zcrlegten Lichtstrahl und der Detek- 
25 tionsvorrichtung bewirkt eine Veriinderung der Anlangs- 
und/oderEndwellenlangedes spektral selektierten Bereichs. 
Wenn beispielsweise der spektral zerlegte Lichtstrahl relativ 
zur Detektionsvorrichtung lateral verschoben wird, so 
"sieht" der Detektor each dieser Verschiebung einen spek- 
30 tralen Bereich, der eine andere Anfangs- und EndweUen- 
lange aufweist. Wenn die Dispersionseigenschaft des Mit- 
tels zur spektralen Zerlegung kieiner ist, bleiht in diesem 
Beispicl die Breite des zu detektierenden spektralen Be- 
reichs unverandert, da die Lage dei Mittel zum Selektieren 
35 des vorgebbaren spcktralcn Bereichs rclativ zum Detektor 
nicht verandert wurden. Es gibt nun mehrere Moglichkeiten, 
die relative Positionsanderung zwischen dem spektral zer- 
legten Lichtstrahl und der Detektionsvorrichtung durchzu- 
fiihren. 

40 [0009] In einer ersten Ausfuhrungsform wird zur rclahven 
Positionsanderung mindestens ein im Strahlengang ange-- 
ordnetes optisches Bauteil gedreht oder verschoben. Bei 
dcm optischen Bauteil handclt cs sich vorzugsweise urn ei- 
nen Spiegel. Das Drehen eines im opdschen Strahlengang 
45 angeordneten Spiegels konnte das zu detektierende Licht- 
bundel in der PupiLle einer das Lichtbundel kollimierenden 
Linse verkippem Der sich drehende Spiegel muBte im De- 
tektionsstrahlengang der kollimierenden Linse vorgeordnei 
sein. Das gedrehte oder verschobene optische Bauteil ist im 
50 Detektionsstrahlengang vor dem Mittel zur spektralen Zer- 
legung angeordnet. Das Verkippen des Lichtbundels in der 
Pupille der kollimierenden Linse bewirkt cine laterale Ver- 
schiebung des auf die Detektionsvorrichtung auftreffenden 
spektral zerlegten Lichtstrahls. 
55 [0010] In einer altemativen AusnUhrungsforni erfolgt die 
relative Positionsanderung zwischen dcm spektral zcrlegten 
Lichtstrahl und der Detektionsvorrichtung durch Drehen 
oder Vcrschicbcn des Mittels zur spektralen Zcrlcgung. 
Auch hierdurch kann der spektral zerlegte Lichtstrahl relativ 



60 zur Deteklionsvorrichlung verschoben bzw. veriinden wer- 
den . 

10011] Das optische Bauteil bzw. das Mittel zur spektralen 
Zerlegung konnte auch gcdrch; und verschoben werden. 
Hierdurch crgibt sich dann - abhangig von der Anordnung 
65 der Drehachse und der Ausgestaltung der Verschiebung - 
eine Verkippung des optischen BaJteils bzw des Mittels zur 
spektralen Zerlegung. 

[0012] Die Drehung des Mittels zur spektralen Zerlegung 
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sowie des obengenannten optischcn Bauteils konnte unter 
Verwendung cines Galvanometers erfolgen. Das zu dre- 
hendc Bauteil konnte direkt an das Galvanometer gekoppeli 
sein. Vorzugsweise ist es auf dessen mechanischer Dreh- 
achse befestigt. Alternaliv hierzu konnte die Drchung der zu 
drchcndcn Bautcilc durch den Eansatz von Piczoclcmcntcn 
erfolgen. Diese Drehung konnte Qber einen mcchanischen 
Hebel bewirkt werden, wobei der Rebel beispielsweise rela- 
tiv zur Drehachse radial verlauft und das Piezoelement zwi- 
schen einem ortsfeslen Gehiiuseleil und dem mechanischen 
Hehel wirkt. Hierbei ist cine "Drehung des Bauteils in die 
beiden entgegengesetzten Drehrichtungen erforderlich, wo- 
bei der mechanische Hebel mit dem Piezoelement derart ge- 
koppelt ist, dass das Piezoelement den Hebel sowohl druk- 
ken als auch ziehen kann. 

[0013J In einer weiteren Ausf "iihrungsforrn ist vorgesehen, 
dass die relative Positionsanderung zwischen dern spektral 
zerlegten Licbtstrahl und der Detektionsvorrichtung durch 
einc Relativbewegung der Detektionsvorrichtung erfolgt. 
Hicrbei kann die Relativbewegung der Detektionsvorrich- 
tung entweder gradlinig oder auf einem Bogen erfolgen. Im 
Allgemeiner. werden die Mittel zum Selektieren des vorgeb- 
baren spekiralen Bereichs - also beispielsweise die Spali- 
blendenanordnung - mitsamt dem Detektor bewegt. Die De- 
tektionsvorrichtung urnfasst in diesem Pall die Mittel zum 
Selektieren des vorgebbaren Bereichs und den Detektor. 
Falls die Relativbewegung uber eine Strecke erfolgt, die 
kleiner als die nutzbare Ausdehnung des Detektors ist, 
konnten in vortei 111 after Weise auch lediglich die Mittel zum 
Selektieren des vorgebbaren spekiralen Bereichs bewegt 
werden. 

[0014] In einer besonders vortei I haft er Weise erfolgl die 
relative Positionsanderung zwischen dem spektral zerlegten 
Lichtstrahl und der Detektionsvorrichtung durch eine kom- 
binicrtc Winkcl-ZLagcandcrung rnindcstcnszwcicroptischcr 
Bauteile. Durch die kornbinierte bzw. simuLtane Positions- 



werden, wodurch in besonders vorteilhafter Weise furjeden 
Ob)ektpunkt beispielsweise die spektrale Verteilung des von 
dem Objektpunkt emitticrten Pluoreszenziichts detcktiert 
werden kann. 

5 [0017] In einer konkreten Ausfuhrungsforni ist vorgese- 
hen, dass mit deni konfokalcn Rastcrmikroskop cin Objckt- 
ausschnitt bei verschiedenen spektralen Detektionseinstel- 
lungen wiederholt solange jeweils abgerastert wird, bis der 
gesamte zu detektierende Spektralbereich detekiiert ist. Erst 
10 dann wird ein nachsLer Objektausschnitt abgerastert. Ein 
Objekt ausschnitt konnte ein Punki, eine Linie, eine Gerade, 
eine Flache oder ein dreidimensionaler Bereich sein. Bei- 
spielsweise konnte eine Linienrasterung derart ausgestaltet 
sein, dass der spektrale DcLektionsbereich eine Breite von 
15 5 nm aufweist. Der flir die Detektion msgesaim verfugbare 
Spektralbereich verlauft von 500 nm bis 800 nm. Der vor- 
gebbare spektrale De tek ti on s bereich wird nun zu Beginn der 
Linienrasterung derart eingestellt, dass der Detektor den 
spektralen Bereich von 500 nm bis 505 nm detektiert. Nach- 
20 dem die abzurasternde Lime das Objekt ein erstes Mai abge- 
rastert hat, wird durch die relative Positionsanderung des 
spektral zerlegten Lichtstrahls und der Detektionsvorrich- 
tung ein zu detekuerender spektraler Bereich von 505 nm 
bis 510 nm eingestellt, der von dem Detektor detekiiert 
25 wird. Es ist vorgesehen, dass die gleiche Linie des Objekts 
so oft abgerastert wird, bis das Detektionslicnt des vorgege- 
benen spektralen Bereichs von 5 nm luckenlos bis zu der 
hochsten zu detektierenden Wellenlange von 800 nm detek- 
tiert wurde. Diese Vorgehens weise ist auch bei einer belie- 
30 big ausgeformten oder gekrummten Linie eines Objekts 
denkbar. Hinsichtlich der FLache ist ein Rechteck oder ein 
heliebig hegrenztes zweidimensionales Gebiet vorgesehen. 
[0018] Die Synchronisation der reLativen Positionsande- 
rung zwischen dem spektral zerlegten Lichtstrahl und der 
35 Detektionsvorrichtung mit dem Rastcrvorgang des konfoka- 
len Rastermikroskops urnfasst in vorteilhafter Weise auch 



knuerung, beispidsWeise eines mcIi uWicndcti Spicgcb imi 
der Relativbewegung der Detektionsvorrichtung, ist eine be- 
schleunigte Detektion bei verandtrrter spektraler Detektions- 
einstellung moglich. So konnten kombiniert ein im Strah- 
lengang angeordnetes optisches Bauteil sowie das Mittel 
zum spektralen Zerlegen und die Detektionsvorrichtung je- 
weils cine Winkcl- und/odcr Lagcandcrung durchfiihrcn, 
wobei die Frequenzen der jeweiligen WinkeL/Lageande- 
rung in fester Beziehung zueinander stehen koanen. Bei- 
spielsweise dreht das zweite Bauteil mit der doppelten Fre- 
quenz des erslen Bauteils und die Detektionsvorrichtung 
wird mit einer dreifachen Frequenz der Drehbewegung des 
ersten Bauteils bewegt. 

[0015] Als Mittel zur spektralen Zerlegung ist ein Prisma, 
cin Reflexions- oder eine Transmissionsgitter vorgesehen. 
Die Verwendung eines Prismas zur spektralen Zerlegung hat 
den Vortei 1, dass die Streulichlanteile bei einem Prisma ver- 
glichen zu einem Gitter geringer sind, so dass ein Prisma zur 
spektralen Zerlegung fur die erfindungsgemaBe Anordnung 
bevorzugt wird, Ein Reflexions- oder Transmissionsgitter 
ware dann zu bevorzugen, wenn die Streulichlanteile detek- 
torseitig cine untergeordnete Rolle spielen, jedoch das Mit- 
tel zur spektraler, Zerlegung also das Gitter aufgrund der 
geringeren Masse mit einer hohen Frequenz gedrehl b/w. 
verschoben werden soli. 

[0016] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn 
ist die relative Positionsanderung zwischen dem spektral 
zerlegten Lichtstrahl und der Detektionsvorrichtung mit 
dem Rastervorgang des konfokalen Rastennikroskops syn- 
chronisierbar. Hierdurch kann die spektrale Detektion in 
Anhangigkeit der jeweiligen Rasterposition des konfokalen 
Rastennikroskops wahrend des Scanvorgangs veriinderl 



die Wdlil dci in das Raster n likroskojj cinzukoppc laden 
Lichtwellenlange. Beispielsweise ist es bei der konfokalen 
Fluoreszenz-Rastennikroskopie denkbitr, dass wahrend der 
40 oben beschriebenen Linienrasterung passend zu dem jewei- 
lig eingestellten spektralen Detcktionsbereich Licht der ent- 
sprechenden Anregungswellenlange des fur d.esen spektra- 
len Detcktionsbereich in Fragc kommenden Fluorcszcnz- 
farbstoffs in das Rastermikxoskop eingekoppelt wird. Die 
45 Einkopplung des Lichts der entsprechenden Wellenlange er- 
folgt hierbei mit einem akusto-optischen Bauteil, beispiels- 
weise einem AOTF (Acous to-Optic ai-Tunable-Filter) oder 
einem AOBS (Acousto-Optical-Beam-Sphtter). Mit einem 
AOTF bzw. AOBS ist es moglich, Licht einer besummten 
50 Wellenlange selektiv in das konfokale Rastennikroskop ein- 
zukoppeln, wobei auch Licht mehrerer Wellenlangen simul- 
tan einkoppelbar sind und die Lichtleistung des Lichts der 
jeweiligen Wellenlange mit dem AOTF bzw, AOBS regel- 
bar ist. 

55 [0019] Es gibt nun verse hiedene Moglichkeiten, die Lehre 
der vorlicgcndcn Erfindung in vorteilhafter Wcisc auszugc- 
stalten und weiterzubilden. Dazu ist einerscits auf die dem 
Paten tans pnich 1 nachgeordncten Patentanspriichc und an- 
dererseits auf die nachfolgende Erlauterung des bevorzugten 

60 Ausfiihrungsbeispiels der Erfindung anhand der Zeichnung 
7ii verweisen. In Vcrbindung mit der Erlauterung des bevor- 
zugten Ausfiihrungsbeispiels der Erfindung anhand der 
Zeichnung werden auch im Allgemeinen bevorzugtc Ausge- 
staltungcn und Wcitcrbildimgen der Lehre crlautcrt. In der 

65 Zeichnung zeigi 

j 0020 J Figur einc schematise he Darstellung eines Ausfiih- 
rungsbeispiels der erfindungsgemaBen optischen Anord- 
nung. 
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[0021] Die Figur zeigt eine opiische Anordnung zur Se- 
lektion und Detektion des Spektralbereichs eines Licht- 
sirahls 1 in einem konfokalen Rastermiitroskop. nut einem 
Mittel 2 zur spekiralen Zerlegung des LichtsLrahls 1, nut 
Mitteln 3 zum Selektieren eines vorgebbaren spektraien Be- 
rcichs 4 und nut cincr Dctcktionsvorrichtung 5. 
[0022] Bei dem in der Figur gezeigten konfokalen Raster- 
mikroskop wird Lascrhchr 6 der ] ,aserhcht quelle 7 mit Hilre 
eines AOTFs 8 in den Beleuchtungestrahlengang 9 des kon- 
fokalen Rasienuikroskops eingekoppell. Das nichl einge- 
koppelte Laserlicht wird von der Strahlt'allc 10 ahsorhien. 
Das eingekoppelte Laserlicht 9 wird an dem dichroirischer. 
Slrahlteiler 11 zur Strahlablenkeinrichtung 12 reflektiert, bei 
der das Beleuchlungslicht 9 in zwei im wesentlicben senk- 
recht zueinander stehenden Richiungen abgelenkt wird. Das 
Beieuchtungslicht durchlauft die Mikroskopoptik 13 und 
beleuchtet das schematiseh gezeichnete Fluoreszenzobjekt 
14. Das vom Fluor eszenzobjekt 14 eniittierte Huoreszenz- 
licht 15 durchlauft den Slrahlengang in umgekehrter Rei- 
henfolge bis zuui dichroitischen Slrahlteiler 11. 
[0023] Nach dem Passieren des Detektionspinholes 16. 
das in einer zur Ebene des Anregungspinholes 17 korre- 
spondierenden Fokusebene angeordnet ist, wird das Fluo- 
reszcnzlicht 15 bzw. 1 zur weiteren Detektion von der ernn- 
dungsgemaBen optischen Anordnung weiterverarbeitet. 
[0024] ErfindungsgemaB sind zur Beeinflussung des zu 
detektierenden spekiralen Bereichs 4, 18 der spektral zer- 
legtc Lichtstrahl 19 und die Detektionsvorricbtung 5 relativ 
zueinander in ihrer Position veranderbar. Die Detektions- 
vorrichtung 5 umfasst einen einzigen Detektor 20. 
[0025] Die relative Posiuonsanderung zwischen dem 
spektral zerlegten Lichtstrahl 19 und der Detektionsvorrich- 
tung 5 bewirkt eine Veranderung der Anfangs- und/oder 
Endwellenlange des spektxai selektierlen Bereichs 4. Die re- 
lative Posiuonsanderung crfolgt durch Drchcn des im Dc- 
tektionsstrahlengang 15 angeordneten Spiegels 21. Der 
Spiegel 21 ist vor dem Mittel 2 zur spekiralen Zerlegung an- 
geordnet. Die Drehung des Spiegels 21 erfolgt um die senk- 
rechi zur Zeichenebene verlaufende Drehachse 26. 
[0026] 7at relativen Posirionsanderung zwischen dem 
spektral zerlegten Uchtstrahl 19 und der Detektionsvorrich- 
tung 5 ist weiterhin eine Relativbewegung der Detektions- 
vorrichtung 5 vorgeschen, Die Dctcktionsvorrichtung 5 
wird entlang der Ricbtung 22 geradlinig bewegt. Somit wer- 
den der Detektor 5 und die Mittel 3 zum Selektieren des vor- 
gebbaren Bereichs 4 gemeinsam verschoben. 
[0027] In diesem Ausfuhrungsbeispiel werden also zwei 
optischc Bauteile, der Spiegel 21 und die Detektionsvomch- 
tung 5, einer kombinierten Winkel- und Lageanderung un- 
terzogen. Hierbci erfolgt die Bewegung der Detekuonsvor- 
richtung 5 verglichen zur Drehbewegung des Spiegels 21 
langsam. 

[0028] Zur spekiralen Zerlegung des Lichtstratals 15 dient 
ein Prisma 2. 

[0029] Mit Hilfe den Verbindungen 23 ist die relative Po- 
sitionsandcrung zwischen dem spektral zcrlcgtcn Lichtstahl 
19 und der Detekuonsvorrichtung 5 mit dem Rastervorgang 
des konfokalen Rasternukroskops synchronisierbar. Die ak- 
tueUe Position der Strahlablenkemrichtung 12 wird uber die 
Synchronisalionsverbindung 23 dem Steuerrechner 24 des 
konfokalen Rastcrmikroskops ubcrgeben, der in Abhangig- 
keit der aktuellen S trail Ipositi on der Strahlablenkvomch- 
tung 12 den Spiegel 21 sowie die Detektionsvomchlung 5 
beweg: . Der Steuerrechner 24 des konfokalen Rastcrmikrc- 
skops ist ebenfalls uber eine Verbindung 23 mit der Steuer- 
vorrichtung 25 des AOTF's X verbunden, so dass die Wahl 
der in das^astermikroskop einzukoppelnden Lichtwcllen- 
lange ebenfalls synchron zur relativen Positionsandcrung 



zwischen dem spektral zerlegten Lichtstrahl 19 und der De- 
tektionsvomchlung 5 moglich ist. 

[0030] Anschiiefiend sei ganz besonders darauf ningewie- 
sen, dass das voranstehend erorierte Ausfilhrungsbeispic; le- 
5 diglich zur Besehreibung der beanspruchten Lehre dient, 
dicsc jedoch nicht auf das Ausfuhrungsbeispiel cinschrankt. 

Bezugszeichenliste 

to 1 LichtsLiahl 

2 Mittel zu^- spekiralen Zerlegung, Prisma 

3 Mittel zum Selektieren von (4) 

4 vorgebbarer spektraler Bereich 

5 Delektionsvorrichtung 
is 6 Laserlicht 

7 Laserlichtquelle 

8 AOTF 

9 BeleuchtungssLrahlengang 

10 Strahlfalle 
20 11 dichroitischer Strahlteiler 

12 Strahlablenkvomchtung 

13 Mikroskopoptik 

14 Objekt 

15 Fluoreszenzlicht, Detektionsstrahlengang 
25 16 Detektionspinhole 

17 Anregungspinhole 

18 zu detcktierender spektraler Bereich 

19 spektral zerlegter Licbtstrahl 

20 Detektor 
30 21 Spiegel 

22 Bewegungsrichtung von (5) 

23 Synchronisat.ionsverhindung zwischen (21) und (24). 
(12) und (24), (5) und (24), (25) und (24) 

24 Steuerrechner des konfokalen Rastermikroskops 
35 25 Stcucrvorrichtur.g von (8) 

26 Drehachse von (21) 



Patentanspruche 

40 1. Opiische Anordnung zur Selektion und Deiektion 
des Lichts eines Spektralbereichs eines Lichtstrahls (1) 
in einem konfokalen Rasterniikroskop, mit cinem Mit- 
tel (2) zur spcktralcn Zerlegung des Lichtstrahls (1). 
mit Mitteln (3) zum Selektieren eines vorgebbaren 

45 spektraien Bereichs (4) und nut einer Detekuonsvor- 
richtung (5), dadurch gekennzeichnet, dass zur Be- 
einflussung des zu detektierenden spektraien Bereichs 
(4, 18) der spektral zerlegte Lichtsirahl (19) und die 
Detekuonsvorrichtung (5) relativ zueinander in ihrer 

50 Position veranderbar sind. 

2. Anordnung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, dass die Detektionsvorricbtung (5) nur einen De- 
tektor (20) umfasst. 

3. Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
55 kennzeichnet, dass die relative Posiuonsanderung zwi- 
schen dem spektral zcrlcgtcn Lichtsirahl (19) und der 
Detekuonsvorrichtung i'5) eine Veranderung der An- 
fangs- und/oder FndwcUenlange des spektral selekuer- 
ten Bereichs (4) bewirkt. 

60 4. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, class die relative Positionsandc- 
rung zwischen dem spek'ral zerlegten Lichtsirahl (19) 
und der Detekuonsvorrichtung (5) durch Drehen und/ 
odcr Vcrschicbcn mindestens cmcs im Strahlcngang 

65 (15) angeordneten optischen Bauteils, vorzugsweise ei- 
nes Spiegels (21), erfolgt. 

5 . Anordnung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
neu dass das opiische Bauteil (21) Vor dem Mittel (2 ) 
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zur spektralen Zerlegung angeordnet ist. 

6. Anordnung nach einein der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass die relative Positionsande- 
rung zwischen dem spektral zcriegLen Lichtstxahl (19) 
una der Detcktionsvorrichtuiig (5) durch Drchcn und/ 5 
odcr Vcrschicbcn des Mittcls (2) zur spektralen Zcrlc- 
gung erfolgi. 

7. Anordnung nach Anspruch 4 oder 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Drehung untcr Verwendung ei- 
nes Galvanometers erfolgi. 10 

8. Anordnung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net. dass das zu drehende Bauteil (21, 2) direkt an dem 
Galvanometer, vorzugsweise auf dessen mechanischer 
Drehachse befestigt, gekoppcit ist. 

9. Anordnung nach Anspruch 4 oder 6, dadurch ge- 15 
kennzeichnet, dass die Drehung durch den liinsatz von 
Piezoelementen erfolgt. 

10. Anordnung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichner., dass ein Piezoelernenl die Drehung iiber ei- 
nen mechanischen Hebel bewirkt. 20 

11. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeich.net, dass die relative Positions an- 
derung zwischen dem spektral zerlegten Lichtstrahl 
(19) und der Detektionsvorrichtung (5) durch eineRe- 
lativbewegung der Detektionsvorrichtung (5) erfolgt. 25 

12. Anordnung nach Anspruch 11. dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Relativbewegung der Detekuonsvor- 
richtung (5) geradlinig oder auf einem Bogen verlauft. 

13. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass die relative Positionsan- 30 
derung zwischen dem spekiral zerlegten Lichtstrahl 
(19) und der Detektionsvorrichtung (5) durch eine 
kombinierte Winkel-/Lagean derung mindestens zweier 
optischerBauteile (21, 2, 5) erfolgt, 

14. Anordnung nach cincm der Anspriiche 1 bis 13, 35 
dadurch gekennzeichnet, dass aLs Mittel (2) zur spek- 
tralen Zerlegung ein Prisma, ein Reflexions- oder ein 
Trans mis si onsgitter dient. 

15. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass die relative Positionsan- 40 
derung zwischen dem spektial zerlegten Lichtstrahl 
(19) und der Detektionsvorrichtung (5) mil dem Ra- 
stcrvorgang des konfokalcn Rastcrmikroskops syn- 
chronisierbar ist. 

16. Anordnung nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, dass mil dem konfokalen Raster mi kroskop 
ein Objeklausschnitl bei verschiedenen spektralen De- 
tektionseinstellungen wiederholt soiange jeweils abge- 
rastert wird, bis der gesamte zu detektierende Spektral- 
bereich detekticrt ist, bevor ein nachster Objektaus- 
schnitt abgerastert WLrd. 

17. Anordnung nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Objektausschnitt cin Punkt, eine Li- 
nie, eine Gerade, eine Ftache oder ein dreidimensiona- 
ler Bereich ist. - s - s 

18. Anordnung nach cincm der Anspriiche 14 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Synchronisation 
auch die Wahl der in das Rasterrm kroskop einzukop- 
pelnden Lichtwellenlange umfasst. 

19. Anordnung nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 60 
zeichncr, dass die Wahl der einzukoppelnden Lichtwel- 
lenlange mil einem akusto-opu'schen Bauteil, insbeson- 
dere einem A OTP (8) (AcoustoOptical-Tunable-Fil- 
tcr) odcr cincm AOBS < Acousto-Optical-Bcam-Split- 
ter) erfolgt. 65 
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